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なっている。最新の糖尿病実態調査 [1] では、糖尿病が強く疑われる人が 890 
万人、糖尿病の可能性を否定できないヒトは推計 1320 万人と報告されており、
両者の合計は、前回の調査 (2004 年) と比較して約 590 万人増加している。糖
尿病は､網膜症、腎症､神経障害および、死亡率の高い心筋梗塞、脳卒中などの
深刻な合併症を引き起こす [2, 3, 4] ｡これら合併症は、患者の QOL (Quality of 
Life) を著しく低下させるのみでなく、医療費の増大 [5] や、労働力逸失による
経済損失増など、経済的に大きな負担を社会に強いる。 
 その様な中、最近、Ⅱ型糖尿病患者の発症予防に関する大規模臨床試験であ
る “STOP-NIDDM” 等の検討により、α-グルコシダーゼ阻害 (α-GI) 薬が、耐糖
能障害 (IGT) 患者の食後高血糖及びインスリン過分泌を抑制することで、Ⅱ型
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ストリン [10] 、小麦アルブミン [11, 12] 、グァバ茶ポリフェノール [13] 、豆
鼓エキス [14] 、アラビノース [15] などを有効成分として含有する食品が特定
保健用食品として開発されている。また、食後高血糖を抑制する医薬品も開発
されており、日本においてはアカルボース (グルコバイ®錠) 、ボグリボース (ベ
イスン®錠) 、ミグリトール (セイブル®錠) が認可され、臨床現場で使用され
ている (Fig. 2) 。 





には、「桑粥桑湯を服用すれば飲水病 (糖尿病) に効果がある」と記されている。 
この様な中、1976 年、Yagi らによって、桑の根からアザ糖の一種である






結合することで、強力な α-GI 活性を発揮する [18] 。DNJ の α-GI 活性は桑ア
ザ糖の中で最も強く、また含有量も桑アザ糖の中で最も多い [17] (Fig. 4-A, B) 。
よって伝承されてきた桑葉の糖尿病治癒効果は、桑葉 DNJ が消化管の糖分解酵
素を阻害することにより、食後高血糖が抑制されるためではないかと考えられ





る。そして桑を用いた製品の市場は 2006 年で 65 億円に達している [19]。し
かしながら、桑葉 DNJ は従来、有効な測定法がなかったことから、現状の桑製
品の DNJ 含量は不明であった。そして、それにより桑葉の食後高血糖抑制効果
と DNJ との因果関係は科学的に未解明であった。そこで当研究室では、DNJ に
ついての簡易分析法を開発し [20]、DNJ を高含有する桑の品種や部位、収穫時
期などを明らかにし、20 ％エタノール水溶液で抽出した DNJ 高含有桑食品（桑
エキス）の創出に成功した [21]（Fig. 3-B）。この桑エキスを用い、健常人及び
糖尿病境界者において経口ショ糖負荷試験を行った結果、良好に食後高血糖が





クサ中に存在すること [23] 、放線菌 [24] 、バチルス属やストレプトマイセス
属の幾つかの微生物 [25] による生産が推定されている [26] (Fig. 5) 。その中で
も、微生物の発酵による豆鼓、浜納豆、清国醤などの食品がアザ糖 (DNJ) を有
効成分として血糖値を下げると言われている。 
 1984 年、Stein らは微生物の培養液に α-GI 活性があることから、微生物が
DNJ を生産すると考えていた [27] 。その後、NMR や質量分析法により、微生
物の α-GI 活性が DNJ によるものだということを同定した研究もある。2010 
年、Zhu らは中国伝統食品であるおから発酵物から枯草菌 (Bacillus subtilis B2) 
を採取し、LB 培地で培養後、その培養上清から HILIC-ELSD 法や NMR を用
いて DNJ を検出同定した [28] 。また、微生物の DNJ 生合成に関係する重要
な遺伝子や酵素についても徐々に明らかとなってきており、3 つの重要な遺伝
子 (gabT1, yktc1, gutB1) が微生物の DNJ 生産に大きく影響することが報告さ
れている [29] 。したがって、幾つかのバチルス属やストレプトマイセス属の微
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生物が DNJ を生産することは事実と考えられる。すなわち、微生物、とくに醗
酵食品由来の枯草菌等に DNJ を生産させることができれば、新たな DNJ 供給
源になる可能性がある。 








































































Fig. 3-A. Mulberry (Morus alba L.), 3-B. DNJ enriched mulberry food. 





Fig. 4 Azasugars in mulberry leaves. 
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α-グルコシダーゼ阻害 (α-GI) 活性が強い。DNJ の供給源としては、DNJ を含
有する桑葉がもっぱら用いられているものの、桑葉中の DNJ 濃度は約 0.3 %
と低く、産業展開するにあたり供給量が限られることが大きな課題となってい
る。一方、幾つかの放線菌や枯草菌においても、これらの菌株の培養液には α-
グルコシダーゼ阻害 (α-GI) 活性が認められ、この阻害活性はアザ糖 (DNJ) に
よるものと推定されている。そこで本節では、微生物による DNJ 生産が新た





405nm の 吸 光 度 を も つ p-Nitrophenol を 生 じ る 。 よ っ て 、 基 質 に 








て 5 分間処理をし、標準寒天培地 (0.25 %酵母エキス、0.5 %ペプトン、0.1 %グ
ルコース pH 7.0) (日水製薬, Japan）上に 100 μL を塗沫した。37 ℃, 24 時間培
養を行い得られた集落を釣菌した。 
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1.1.2.3 試薬 




 ラット小腸アセトンパウダー (Sigma, St. Louis, MO, USA) 1.3 mg に 0.05 M 
リン酸緩衝液 (pH  6.7)  6 mL を加え、20 分間超音波処理を行った (In ice 
bath) 。混液を遠心分離 (10,000 × g, 30 分, 4 ℃) し、上清中のタンパク質量を測
定した (DC プロテインアッセイ；Lowry 法, BIO-RAD) 。上清中のタンパク質量
が 25 mg/mL になるようリン酸緩衝液で希釈し、これを糖分解酵素液とした。 
 
1.1.2.5 実験操作 
八巻らの方法 [31] を参考に行った。2.1.2.2 で培養した各培養上清 50 µL に糖
分解酵素液 50 µL、基質液 (3 mM p-Nitrophenyl-α-D-Glucopyranoside)  50 µL 、
リン酸緩衝液 100 µL を順に加え、37 ℃、2 時間インキュベートした。反応停
止液 （90 mM 炭酸ナトリウム液） 50 µL を加え、反応を停止させた。405 nm
の吸光度を測定し、α-GI 活性を算出した。吸光度は microplate reader (BIO-RAD 
Lab. Model 550, CA USA) を用いて測定した。 
 
1.1.2.6 16SrRNA 遺伝子の塩基配列決定 
 DNA ポリメラーゼは TAKARA Ex Taq (タカラバイオ株式会社, Japan) を用い、
反応液を調整した。得られた菌株のコロニーから爪楊枝にて菌体を反応液にご
く少量移し、約 1.5 kbp の断片を増幅した。その増幅された断片から用いたオリ
ゴヌクレオチドのプライマーは下記の通りである。 
 
プライマー名 塩基配列 (5’ → 3’) 
10 forward  AGTTTGATCCTGGCTC 
680 reverse  TCTACGCATTTCACC 
800 forward  ATTAGATACCCTGGTA 
1540 reverse  AAGGAGGTGATCCAGCC 
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1.1.3 結果 
Table 1.1.1 に、培地に α-グルコシダーゼ阻害 (α-GI) 活性が認められる菌株を




Fig. 1.1.1 に、Bacillus subtilis DSM704, AS385, B4, その他の候補株による α-
グルコシダーゼ阻害 (α-GI) 活性の IC50 値を示した。最も高阻害活性が高かっ
たのは AS385 と B4 の 2 種である。 α-GI の IC50 値は、AS385 13.5 µL/mL、
B4 20.0 µL/mL、DSM704 26.4 µL/mL の順に強いことがわかった。 
 
Fig. 1.1.2 に、第一節の α-グルコシダーゼ阻害 (α-GI) 活性試験で選抜した菌
株について 16S rRNA 遺伝子塩基配列を基に作成した系統分類を示した。最も
阻害活性が高かった AS385 は Bacillus amyloliquefaciens、B4 は Bacillus subtilis 
に分類された。  
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Fig. 1.1.2 A phylogenetic tree based on a partial sequence of 16S rDNA 
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1.1.4 考察 
 発酵食品由来の菌株 (約 750 株) を候補株とし、実際の生産を想定して大豆
ペプトン培地を用いて培養を行い、培地の α-グルコシダーゼ阻害 (α-GI) 活性
を調べ、高活性の菌株を選抜した。最も阻害活性が高かったのは AS385 と B4 
の 2 種である。これらの菌株の培養液から α-GI 活性が認められたことから、
この阻害活性が DNJ に起因するものか確認する必要がある。 
 
 α-GI 活性試験で選抜した菌株について 16S rRNA 遺伝子塩基配列の決定を
行い、これらを基に菌株の系統分類を行った。α-GI 活性を持つ候補株全て 
Bacillus amyloliquefaciens に属し、その候補株の中で B4 の一株だけが Bacillus 
subtilis に分類された。Bacillus subtilis には納豆菌も属しており、日本でも古く
から食経験のある納豆の生産に、B4 が利用できないかと考えられる。そこで、
これらの菌株の阻害活性が DNJ に起因するものか確認する必要がある。 
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第一節で得られた結果により、強い α-グルコシダーゼ阻害 (α-GI) 活性を持
つ菌株が、枯草菌とその類縁菌に分類される菌株 (Bacillus subtilis B4、Bacillus 
amyloliquefaciens AS385) であることがわかった。本節では、これらの菌株が確




第一節で高  α-グルコシダーゼ阻害が認められた  Bacillus subtilis B4 と
Bacillus amyloliquefaciens AS385 の 2 種と、比較として、Bacillus subtilis DSM704 







500 mL の振とう三角フラスコに、4 %大豆ペプトン培地 (Difco, America) 50 
mL 、種々の炭素源 (グルコース、ガラクトース、ラクトース、ソルビトール) を
終濃度 5 %となるよう添加し、90 rpm、37 ℃で 5 日間培養した。5 日間の培
養後、培養液を遠心分離 (10,000 rpm, 10 分) し、培養上清 500 μL を凍結乾燥
した。 
 
1.2.2.4 DNJ 抽出 
1.2.2.3 で凍結乾燥した培養上清に水 500 μL を加え、終濃度 70% (v/v) となる
ようエタノールを加え、遠心分離  (15,000 rpm, 3 分 ) をし、その上清を
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minisartRC15 (φ 0.45 μm) (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Germany) でフ
ィルターろ過をし、ろ液 10 μL に 50 %アセトニトリル (0.1 %ギ酸を含む) を 





HILIC は、試料の溶出順序が逆相とは逆 (順相と同じ) で、逆逆相クロマトグラ
フィーとも呼ばれる。HILIC システムは、デガッサー、ポンプ、オートサンプラ
ー、カラムオーブンを含む、Shimazu liquid chromatograph (Kyoto, Japan) を用い
た。液体クロマトグラフィー条件は、Table 1.2.1 に示す。検出器は、4000 Q TRAP® 
LC/MS/MS システム (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) を用いた。4000 
Q TRAP® は Q 3 部にリニアイオントラップ機構を採用しており、プリカーサ
ーイオンスキャンや、ニュートラルロススキャン、MRM (multiple reaction 
monitoring) モードなどの三連四重極型質量分析装置の機能に、Q2 部分での衝
突解裂により生じたフラグメントイオンをリニアイオントラップで検出するエ
ンハンストプロダクトイオンスキャン (Enhanced Product Ion Scan； EPI) や、多
価イオンを選択的に測定するスキャン (Enhanced Multiply Charged Ion Scan； 
EMC) 、MS/MS/MS など多様な測定が可能である。本章で使用する MRM は、
質量を 2 段階で固定するので、選択的な分析が可能となる。また、選択的であ
ることから、検出されるノイズも減り、相対的感度が高くなる分析法でもある 
(Fig. 1.2.1) 。Fig. 5 の微生物の予想 DNJ 生合成経路の化合物を参考に、DNJ 前
駆体の親イオンとプロダクトイオンを仮想し、仮想 MRM による DNJ 前駆体
の探索も行った。 
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Table 1.2.1 HILIC-MS/MS の分析条件 
 
カラム :
TSK gel Amide-80 (2.0 × 100 mm; 粒子径 5 µm; Tosoh, 
Tokyo, Japan） 
HPLC ポンプ : SHIMAZU LC-20AD 
Q-TRAP 
MS/MS 
: Applied Biosystems 4000Q TRAP® tandem mass spectrometer 
イオンソース : ESI  (electrospray ionization) 
MRM モード :
Positive mode, Collision gas, N2, 4 pounds per square inch,  
Heater 600 ℃, Ionspray Voltage ; 5,000 V  
(※ アナライザー部の条件は下記) 
移動相 :
A. アセトニトリル (0.1 %ギ酸を含む) 






カラム温度 : 40 ℃ 







DP: Declustering potential, EP: Entrance potential, CE: Collision energy, CXP: 















- 22 - 
 







a First quadrupole 
b Third quadrupole 
DP: Declustering potential, EP: Entrance potential, CE: Collision energy, CXP: 
Collision cell exit potential 
 
  












Fig. 1.2.1 MS/MS 分析の原理 

















Fig. 1.2.2 MS/MS analysis of DNJ and its precursors. 
  














Fig. 1.2.3 MRM chromatograms of standard 1-deoxynojirimycin (DNJ). 
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1.2.3 結果 
Fig. 1.2.5 に、大豆ペプトン培地培養における Bacillus subtilis DSM704 培養液
と菌体の HILIC-MS/MS (MRM) 分析のクロマトグラムを示した。保持時間 5.2 
分の位置に DNJ のピークを検出することが出来た。また保持時間 5.3 分の位
置に、微生物の DNJ の前駆体と考えられる 2-amino-2-deoxy-D-mannitol (ADM) 
と推定される明瞭なピークを検出することに成功した。 
 
Fig. 1.2.6, Fig. 1.2.7 に、大豆ペプトン培地培養における  Bacillus 
amyloliquefaciens AS385、Bacillus subtilis B4 培養液と菌体の HILIC-MS/MS 
(MRM) 分析のクロマトグラムを示した。DSM 704 と同様に保持時間 5.2 分の
位置に DNJ のピークを検出することが出来た。また保持時間 5.3 分の位置に、
微生物の DNJ の前駆体と考えられる ADMl と推定される明瞭なピークを検
出することに成功した。 
 
Fig. 1.2.8 に、大豆ペプトン培地培養における Bacillus subtilis DSM704、
Bacillus amyloliquefaciens AS385、Bacillus subtilis B4 の培養液の DNJ 濃度を示
した。大豆ペプトン培地に種々の炭素源を添加した培養条件では、培地にガラ
クトース、あるいはソルビトールを添加した条件で、培養液の DNJ 濃度が高ま
る結果となった。ガラクトース添加時の培養液 DNJ 濃度は、AS385 の 360.2 
mg/L が最も高く、次いで B4 の 35.6 mg/L、DSM704 の 30.3 mg/L となった。
また、ソルビトール添加時の培養液 DNJ 濃度は、AS385 の 461.2 mg/L が最も
高く、次いで B4 の 48.5 mg/L、DSM704 の 0.47 mg/L となった。 
また、大豆ペプトン培地にガラクトース、あるいはソルビトールを添加した
培養条件で、培養液の ADM 濃度が高まる結果となった。ガラクトース添加時
の培養液 ADM 濃度は、AS385 の 320.1 mg/L が最も高く、次いで B4 の 120.6 
mg/L、DSM704 の 18.3 mg/L となった。また、ソルビトール添加時の培養液 
ADM 濃度は、AS385 の 400.7 mg/L が最も高く、次いで B4 の 148.5 mg/L、
DSM704 の 0.03 mg/L となった。 
  

















Fig. 1.2.5 MRM chromatograms of DNJ, ADM, NJ, and DMJ of microbial (Bacillus 

























Fig. 1.2.6 MRM chromatograms of DNJ, ADM, NJ, and DMJ of microbial (Bacillus 























Fig. 1.2.7 MRM chromatograms of DNJ, ADM, NJ, and DMJ of microbial (Bacillus 
subtilis B4) culture medium extracts. 
  


























Fig. 1.2.8 DNJ and precursor (ADM, NJ, and DMJ) concentrations in medium of 
B. subtilis DSM704, (A), B. amyloliquefaciens AS385, (B), or, B, subtilis B4 (C). 
Iminosugars in the culture medium were analyzed by HILIC–MS/MS. 
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1.2.4 考察 
 Bacillus amyloliquefaciens AS385 培養液と、Bacillus subtilis B4 培養液から 
DNJ を検出し、DNJ を生産することを確証した。この結果より、これらの菌株
の培養液における α-グルコシダーゼ阻害 (α-GI) 活性が DNJ に起因すると考
えられる。 
 また、これらの培養液から 2-amino-2-deoxy-D-mannitol (ADM) と考えられるピ
ークを検出することができた。ADM は DNJ の前駆体であるため、DNJ 生産
性に大きく関わる化合物である。Fig. 1.2.6 より、ADM ピーク強度は DNJ よ








加した培養条件が、DSM704、AS385、B4 培養液の ADM 濃度にも大きく影響
することがわかった。糖源の中でも、大豆ペプトン培地にソルビトールを添加
した培養条件で、AS385 の培養液の ADM 濃度が高まる結果となった。 
ソルビトールを添加時の AS385 培養液 DNJ 濃度は 461.2 mg/L であり、
AS385 培養液 2-amino-2-deoxy-D-mannitol 濃度は 320.1 mg/L であり、AS385 
培養液 には DNJ と同程度量の ADM が含まれている。微生物における DNJ 
生合成のほとんどが酵素反応で行われており、それに関わる遺伝子群が明らか
にされてきているため、生合成経路の遺伝子群を操作することができれば、ADM 
から DNJ への変換を促進することで、極めて多量の DNJ を生産でき、十分な 
DNJ 供給源となると考えられる。 
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駆体と考えられる 2-amino-2-deoxy-D-mannitol (ADM) が含まれていた。つまり、
ADM から DNJ へ代謝変換を促進することが出来れば、微生物培養で極めて多














 500 mL の振とう三角フラスコに、4 %大豆ペプトン培地 (Difco, America) 50 
mL 、種々の炭素源 (グルコース、ガラクトース、ラクトース、ソルビトール) を
終濃度 5 %となるよう添加し、90 rpm、37 ℃で 5 日間培養した。5 日間の培
養後、培養液を遠心分離 (10,000 rpm, 10 分) し、培養上清 500 μL を凍結乾燥し
た。 
 
1.3.2.4 DNJ 抽出 
1.3.2.3 で凍結乾燥した培養上清に水 500 μL を加え、終濃度 70% (v/v) となる
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ようエタノールを加え、遠心分離  (15,000 rpm, 3 分 ) をし、その上清を
minisartRC15 (φ 0.45 μm) (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Germany) でフィル








 1.3.2.3 で採取した各培養液を必要に応じて希釈し、O.D. 660 nm にて測定を
行った。 
 
1.3.2.7 total RNA の抽出 
ISOGEN (株式会社ニッポンジーン, Japan) を用い、取扱説明書に従い、菌体中の 
総 RNA を抽出した。 
 
1.3.2.8 抽出した RNA 濃度の定量 
抽出した RNA 溶液の一部を用い、260 nm の吸光度を Nano Drop 装置（Nano 
Drop Technologied）により測定した。 
 
1.3.2.9 RNA 溶液の純度検定 
紫外吸収スペクトルから RNA の純度を調べた。吸収スペクトルは Nano Drop
装置により測定した。次式から RNA の純度を検定した。 
 
RNA 純度 = A260/A280 
 
A260/280 が、1.9～2.2 の高純度であれば問題なく、Real-time PCR に用いるこ
とが可能である。抽出した RNA の純度が 1.9～2.2 の範囲に入っていることを




1.3.2.10 電気泳動による RNA の確認 
 ホルムアルデヒドを用いたアガロースゲル電気泳動を行い、1.3.2.7 で調製し
た RNA の確認を行った。 
 
1.3.2.11 cDNA への変換 
PrimeScript 1st stand cdna synthesis Kit (タカラバイオ株式会社, Japan) を用いて、
取扱説明書に従い、抽出した RNA を cDNA に変換した。なお、変換に供する
RNA は 1 μg になるように RNase-free 水で希釈した。 
 
1.3.2.12 定量 Real-time PCR 





プライマー名 塩基配列 (5’ → 3’) 
gabT1  forward  AGTATGCGAGCAATGGGAAAA 
reverse      CCGTTTCCAGATATCGGTTCA 
rrnA 16S forward TCGGATCGCAGTCTGCAA 
reverse      CCGCGATTACTAGCGATTCC 
 
(rrnA 16S は、ハウスキーピング遺伝子として用いた) 
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1.3.3 結果 
Fig. 1.3.1 に、Bacillus amyloliquefaciens AS385 大豆ペプトン培地ソルビトール
添加培養液の菌株の電子顕微鏡写真を示した。培養 9, 12, 24 時間時の菌株には、
激しい運動性が見られた。 
 
Fig. 1.3.2 に、AS385 大豆ペプトン培地グルコース、あるいはソルビトール添
加培養液の菌株の増殖曲線を示した。Fig. 1.3.1 より、激しい運動性が見られた
培養 9, 12, 24 時間時に菌株の増殖が活発に行われている。一方、運動性が見ら
れなくなった培養 48, 72 時間時の菌株、胞子形成を行う菌株や溶菌し始めてい
る菌株も見られた培養 120 時間時では、増殖曲線は横ばいとなった。 
 
Fig. 1.3.3 に、AS385 大豆ペプトン培地グルコース、あるいはソルビトール添
加培養液の DNJ 濃度と 2-amino-2-deoxy-D-mannitol (ADM) 濃度の経時的な変化
を示した。経時的に見ていくと、 Fig. 5 の微生物の DNJ 生合成経路の順に従
い、ADM が先に生産され、それらが DNJ へと変換されていく傾向がみられた。 
 
Fig. 1.3.4 に、AS385 大豆ペプトン培地グルコース、あるいはソルビトール添
加培養時の経時的な total RNA の確認を示した。 
 
Fig. 1.3.5 に、AS385 大豆ペプトン培地グルコース、あるいはソルビトール添
加培養時の経時的な gabT1 遺伝子発現量の比較を示した。グルコース添加培養、
培養 5 時間時を 1 とした。比較すると、培養 9 時間時では、グルコース添加
培養に比べソルビトール添加培養では約 4 倍、培養 12 時間時ではグルコース
































Fig. 1.3.1 Electron micrography of Bacillus amyloliquefaciens AS385. 
  















Fig. 1.3.2 Growth curve of Bacillus amyloliquefaciens AS385. 
B. amyloliquefaciens AS385 was cultured at 37 °C with reciprocal shaking at 90 rpm for 
0–5 days in a 500 ml shaking flask containing 50 ml of 4% soybean peptone 
supplemented with 5% carbon source (glucose or sorbitol).   























Fig. 1.3.3 Time-course changes of DNJ (A) and precursor ADM (B), NJ (C), and DMJ 
(D)) concentration in culture medium of B. amyloliquefaciens AS385. 
B. amyloliquefaciens AS385 was cultured at 37 °C with reciprocal shaking at 90 rpm for 
0–5 days in a 500 ml shaking flask containing 50 ml of 4% soybean peptone 
supplemented with 5% carbon source (glucose or sorbitol).  
Iminosugars in the culture medium were analyzed by HILIC–MS/MS. Data represent 
the means ± SD (n = 3). 
 
  












































Fig. 1.3.5 Time-course changes of gabT1 mRNA expressionin B. amyloliquefaciens 
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1.3.4 考察 
Bacillus amyloliquefaciens AS385 大豆ペプトン培地グルコース、あるいはソル
ビトール添加培養液の DNJ 濃度と 2-amino-2-deoxy-D-mannitol (ADM) 濃度の経
時的な変化を調べた。経時的に見ていくと、 Fig. 5 の微生物の DNJ 生合成経
路の順に従い、ADM が先に生産され、それらが DNJ へと変換されていくため、
ADM 濃度は低くなる傾向が見られるはずだが、培養 24, 48, 72, 120 時間時を見
てみると、ADM 濃度は高いままであった。また培養 48, 72, 120 時間時の DNJ 
濃度見てみると、大きく高まる傾向は見られなくなり、頭打ちになることが考
えられる。つまり、生合成経路の中で、ADM が次の化合物へと変換される酵素
が多くなるよう遺伝子操作をすれば、全て DNJ へと変換でき、DNJ 生産量を
大きく増やせることが示唆された。 
 
また、Bacillus amyloliquefaciens AS385 大豆ペプトン培地グルコース、あるい
はソルビトール添加培養時の経時的な gabT1 遺伝子発現量の比較をした。グル
コース添加培養、培養 5 時間時を 1 とした。比較すると、培養 9 時間時では、
グルコース添加培養に比べソルビトール添加培養では約 4 倍、培養 12 時間時
ではグルコース添加培養に比べソルビトール添加培養では約 42 倍も多く gabT1 
遺伝子が発現した。gabT1 遺伝子は、amination をコードする遺伝子であり、ADM 
の生合成に関係する。培養 9, 12, 24 時間時では多く発現しているが、それ以降
は少なくなっている。一方、経時的な ADM 濃度の結果をみると、ADMl 濃度
は培養 9 時間時以降、120 時間時まで高いままである。つまり、gabT1 遺伝子
以降の ADM の生合成、変換に関係する yktC1, gutB1 遺伝子の発現、そして 
Nojirimycin (NJ) から DNJ の生合成、変換に関係する遺伝子の発現を高めるこ
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第二章 Bacillus amyloliquefaciens DSM7 による DNJ 高生産メカニズムの解
明 
 
第一節 培養条件 (C/N 比) が DNJ 生産性に与える影響 
2.1.1 緒言 
第一章で得られた知見から、培養条件を変えることで DNJ 前駆体や DNJ 自
体の生産量を大幅に増加させることに成功した。また、ソルビトールを炭素源
として用いることで、Bacillus amyloliquefaciens AS385 では DNJ 前駆体の一つ
である 2-amino-2-deoxy-D-mannitol (ADM) 生産にも強い影響を及ぼす結果にも
なった。そこで本節では、この高生産メカニズムを詳細に調べていくために、





全ゲノムが解析されている Bacillus amyloliquefaciens DSM7 を使用した。 
 
2.1.2.2 試薬 




 500 mL の振とう三角フラスコに、合成培地（700 mg K2HPO4, 300 mg KH2PO4, 
10 mg MgSO4･7H2O, 100 mg (NH4)2SO4, 0.085 mg MnSO4, 1.4 mg Fe2(SO4)3, 
0.35 mg ZnCl2, 7.5 mg CaCl2 を含む） 100 mL、そこに DNJ の原料となる種々の
炭素源 (グルコース、ガラクトース、ラクトース、ソルビトール) を終濃度 1, 2.5, 
5, 7.5 %となるよう添加し、また窒素源 (硫酸アンモニウム) を終濃度 0.07, 0.2, 
0.7, 2 %となるよう添加することで、炭素源と窒素源の濃度違いを持たし、90 rpm、
37 ℃で 5 日間培養した。 
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2.1.2.4 培養試験② 
 500 mL の振とう三角フラスコに、合成培地（700 mg K2HPO4, 300 mg KH2PO4, 
10 mg MgSO4･7H2O, 100 mg (NH4)2SO4, 0.085 mg MnSO4, 1.4 mg Fe2(SO4)3, 
0.35 mg ZnCl2, 7.5 mg CaCl2 を含む） 100 mL、そこに DNJ の原料となる炭素源 
(ラクトース) と窒素源 (硫酸アンモニウム) を終濃度 C/N 比 = 6.25 (C : 0.5 % 
/N : 0.08 %, C : 1.0 % /N : 0.16 %, C : 1.5 % /N : 0.24 %, C : 2.0 % /N : 0.32 %, C : 
2.5 % /N : 0.4 %, C : 3.75 % /N : 0.6 %, C : 5.0 % /N : 0.8 %, C : 1.0 % /N : 6.25 %, C : 
7.5 % /N : 1.2 %,) となるよう添加し、90 rpm、37 ℃で 5 日間培養した。 
 
2.1.2.5 DNJ 抽出 
2.1.2.3 で採取した培養上清に水 500 μL を加え、終濃度 70% (v/v) となるよ
うエタノールを加え、遠心分離 (15,000 rpm, 3 分) をし、その上清を minisartRC15 
(φ 0.45 μm) (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Germany) でフィルターろ過を
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2.1.3 結果 
炭素源の種類と炭素源濃度 (C 源濃度)、窒素源 (硫酸アンモニウム) の濃度 
(N 源濃度) の組み合わせを変えた種々の培養条件で、最も DNJ を高生産する
培地 C/N 比の検討を行った。 
 
Fig. 2.1.1 に、合成培地培養における Bacillus amyloliquefaciens DSM7 の培養液
の DNJ 濃度を示した。合成培地に種々の炭素源を添加した培養条件では、培地
にラクトースを添加した条件で、培養液の DNJ 濃度が高まる結果となった。ラ
クトース添加時の培養液 DNJ 濃度は、C 源濃度 5 %、N 源濃度 0.7 % の条件
で 1024 mg/L と最も高く、次いで C 源濃度 2.5 %、N 源濃度 0.7 % の条件で
972 mg/L となった。 
また、第一章で最も培養液の DNJ 濃度が高まる結果となったソルビトール添
加時の培養液 DNJ 濃度は、最も生産した C 源濃度 5 %、N 源濃度 0.7 % の
条件でも 511 mg/L であり、高生産は見込めなかった。 
 
Fig. 2.1.2-A に、C 源にラクトースを 2.5 % 濃度で固定し、N 源を 0.2-0.9%
濃度となるよう培地中に添加した培養条件で、最も DNJ を高生産する培地 
C/N 比の検討を示した。C/N 比が 2.5 % / 0.4 % (C/N 比 = 6.25) の条件で培地中
の DNJ 濃度は 1008 mg/L と最高値を示した。 
先の実験より、C 源濃度が 5 % の培養条件でも、培地中の DNJ 濃度は高い
数値を示すが（Fig. 2.1.1）、培地に 5 % の C 源を添加することにより溶菌する
恐れも考えられる。そこで今回の C 源濃度固定培養試験では、C 源 2.5 % 濃
度で検討を行った。 
また、Fig. 2.1.2-B に、N 源を 0.4 % 濃度で固定し、C 源を 1.0-7.5 % 濃度
となるよう培地中に添加した培養条件で、最も DNJ を高生産する培地 C/N 比
の検討を示した。C/N 比が 2.5 %/0.4 % の条件 (C/N 比 = 6.25) で培地中の 
DNJ 濃度は 997 mg/L と最高値を示した。 
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Fig. 2.1.3-A に、C/N 比 = 6.25 となるよう C 源にラクトースを 1.0-7.5 %、N 
源を 0.08-1.2%濃度で培地中に添加した培養条件で、最も DNJ を高生産する培
地 C/N 比 = 6.25 の条件検討を示した。先の実験結果と同様に、C/N 比が 2.5 % 
/ 0.4 % (C/N 比 = 6.25) の条件で、培養 5 日目において培地中の DNJ 濃度は
1250 mg/L と最高値を示した。DNJ 生産性は C 源濃度と N 源濃度に依存せず、
C/N = 2.5/0.4 以上の条件では、生産性が乏しくなる傾向が見られた。培地中の C 
源濃度と N 源濃度が高すぎるため、溶菌等の可能性が考えられる。 
 
また、Fig. 2.1.3-B, C, D に、C/N 比 = 6.25 となるよう C 源にラクトースを 
1.0-7.5 %、N 源を 0.08-1.2%濃度で培地中に添加した培養条件で、最も DMJ, 
ADM, NJ を高生産する培地 C/N 比 = 6.25 の条件検討を示した。 
DNJ 前駆体である ADM, NJ  は、これらの培養条件では培養 3 日目の段階
でほとんど見られず、ほとんどが DNJ へ代謝されていると考えられる。このこ
とも DNJ 高生産の一因と考えられた。また、Fig. 5 の生合成経路に基づき、一
部の DNJ 前駆体は DMJ へも代謝されることが示唆された。 
 
  



















Fig. 2.1.1 DNJ concentrations in medium of B. amyloliquefaciens DSM7. 
B. amyloliquefaciens DSM7 was cultured at 37 C with reciprocal shaking at 90 rpm for 
0–5 days in a 500 ml shaking flask containing 50 ml of synthetic culture medium 
supplemented with 1-7.5 % carbon source (glucose (A), galactose (B), lactose (C) or 
sorbitol (D)) and 0.07- 2.0 % nitro source (ammonium sulfate). DNJ in the culture 
medium were analyzed by HILIC–MS/MS. 

























Fig. 2.1.2 DNJ concentrations in medium of B. amyloliquefaciens DSM7. B. 
amyloliquefaciens DSM7 was cultured at 37 C with reciprocal shaking at 90 rpm for 0–
5 days in a 500 ml shaking flask containing 50 ml of synthetic culture medium 
supplemented with (A) 2.5% carbon source (lactose) and 0.2-0.9 nitro source 
(ammonium sulfate) or (B) 1.0-7.5% carbon source (lactose) and 0.4 nitro source 
ammonium sulfate). DNJ in the culture medium were analyzed by HILIC–MS/MS.  





















Fig. 2.1.3 DNJ (A), DMJ (B), ADM (C), NJ (D) concentrations in medium of B. 
amyloliquefaciens DSM7. B. amyloliquefaciens DSM7 was cultured at 37 C with 
reciprocal shaking at 90 rpm for 0–5 days in a 500 ml shaking flask containing 50 ml of 
synthetic culture medium supplemented with 0.5-7.5% carbon source (lactose) and 
0.08-1.2 nitro source (ammonium sulfate) ; Carbon to nitrogen ratio = 6.25. DNJ, DMJ, 
ADM, NJ in the culture medium were analyzed by HILIC–MS/MS.  
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2.1.4 考察 
合成培地培養における Bacillus amyloliquefaciens DSM7 の炭素源の種類と炭
素源濃度 (C 源濃度)、窒素源 (硫酸アンモニウム) の濃度 (N 源濃度) の組み合




した条件で、培養液の DNJ 濃度が高まる結果となった (Fig. 2.1.1) 。そこで、 C 
源にラクトースを 2.5 % 濃度で固定し、N 源を 0.2-0.9%濃度となるよう培地中
に添加した培養条件で、最も DNJ を高生産する培地 C/N 比の検討を示した。
C/N 比が 2.5 % / 0.4 % (C/N 比 = 6.25) の条件で培地中の DNJ 濃度は 1008 
mg/L と最高値を示した (Fig. 2.1.2-A) 。加えて、N 源を 0.4 % 濃度で固定し、
C 源を 1.0-7.5 % 濃度となるよう培地中に添加した培養条件で、最も DNJ を高
生産する培地 C/N 比の検討を示した。C/N 比が 2.5 %/0.4 % の条件 (C/N 比 = 
6.25) で培地中の DNJ 濃度は 997 mg/L と最高値を示した (Fig. 2.1.2-B) 。 
以上の結果より、DSM7 における DNJ 高生産には、炭素源の種類と炭素源
濃度 (C 源濃度)、窒素源 (硫酸アンモニウム) の濃度 (N 源濃度) の組み合わせ
を変えた種々の培養条件が大きく影響することがわかった。微生物の中にはカ
タボライトリプレッションによる炭素源をより効率的に利用するための制御系
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第二節 C/N 比固定培養条件における経時的な DNJ 生産性 
 
2.2.1 緒言 
第一節で得られた結果により、C 源 (ラクトース) を 2.5 % 濃度、N 源を 
0.4 % 濃度となるよう培地中に添加した条件 (C/N 比 = 6.25) で、最も DNJ 生





全ゲノムが解析されている Bacillus amyloliquefaciens DSM7 を使用した。 
 
2.2.2.2 試薬 




 500 mL の振とう三角フラスコに、合成培地（700 mg K2HPO4, 300 mg KH2PO4, 
10 mg MgSO4･7H2O, 100 mg (NH4)2SO4, 0.085 mg MnSO4, 1.4 mg Fe2(SO4)3, 
0.35 mg ZnCl2, 7.5 mg CaCl2 を含む） 100 mL、そこに DNJ の原料となる炭素
源 (ラクトース) と窒素源 (硫酸アンモニウム) を C/N = 2.5%/0.4% の条件と
なるよう添加し、90 rpm、37 ℃で 5 日間培養し、経時的な DNJ 生産性の検証
を行った。また、比較として、炭素源にグルコースを用いた C/N = 2.5% / 0.4% の
条件、炭素源にラクトースを用いた C/N = 1.0%/0.16% 、あるいは C/N = 6.25% 
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2.2.2.4 DNJ 抽出 
2.1.2.3 で採取した培養上清に水 500 μL を加え、終濃度 70% (v/v) となるよ
うエタノールを加え、遠心分離 (15,000 rpm, 3 分) をし、その上清を minisartRC15 
(φ 0.45 μm) (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Germany) でフィルターろ過を
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2.2.3 結果 
Fig. 2.2.1-A に、炭素源にラクトースあるいはグルコースを用いた C/N = 2.5% 
/ 0.4% の条件、炭素源にラクトースを用いた C/N = 1.0%/0.16% 、あるいは C/N 
= 6.25% / 1.0% (どちらも C/N 比 = 6.25 ) の濃度で培地中に添加した培養条件
での経時的な DNJ 生産を示した。 
DNJ は培養 1-3 日に急激に生産されていることがわかった。炭素源やその濃
度勾配により、DNJ の消長が明瞭に分かれ、かつ培養 5 日目においては 、培
地中の DNJ 濃度は 1g/L を超えた。 
以上の結果と、培地に含まれる糖（ラクトース）および ATP 濃度の推移から、
DNJ 生産にはカタボライトリプレッションが深く関わることが新たに示唆され
た (Fig. 2.2.1-B, C) 。 
 
本条件下では、培地から DNJ 前駆体はほとんど検出されず、このことも DNJ 


























Fig. 2.2.1 (A) Shown is the time-course changes of DNJ concentration in culture medium of B. 
amyloliquefaciens DSM7. B. amyloliquefaciens DSM7 was cultured at 37 °C with reciprocal 
shaking at 90 rpm for 0–5 days in a 500 ml shaking flask containing 50 ml of synthetic culture 
medium supplemented with 1, 2.5 or 6.25 % carbon source (glucose or lactose) and 0.16, 0.4 or 
1.0 nitro source (ammonium sulfate). (B) shown is the time-course changes of carbon 
concentration in culture medium of B. amyloliquefaciens DSM7 and (C) shown is the 
time-course changes of ATP concentration in cell of B. amyloliquefaciens DSM7. B. 
amyloliquefaciens DSM7. Iminosugars in the culture medium were analyzed by HILIC–MS/MS. 
Data represent the means ± SD (n = 3).  
- 55 - 
 
2.2.4 考察 
炭素源にラクトースあるいはグルコースを用いた C/N = 2.5% / 0.4% の条件、
炭素源にラクトースを用いた C/N = 1.0%/0.16% 、あるいは C/N = 6.25% / 1.0% 
(どちらも C/N 比 = 6.25 ) の濃度で培地中に添加した培養条件で DNJ 生産を
行うと、DNJ は培養 1-3 日に急激に生産されていることがわかった。また、炭
素源の種類 (グルコースとラクトース) やその濃度勾配により、DNJ の消長が
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今回の条件下では、培地から DNJ 前駆体はほとんど検出されず、このことも 




以上の結果より今後、継続的に継続的に DSM7 で DNJ 生産を行うのであれば、
培地へグルコースを継続的に添加することにより、さらなる DNJ 高生産できる
可能性も考えられた。 
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第三節 微生物生産によるアザ糖 DNJ の精製 
 
2.3.1 緒言 
第一節、第二節で得られた結果により、C 源 (ラクトース) を 2.5 % 濃度、N 
源を 0.4 % 濃度となるよう培地中に添加した条件 (C/N 比 = 6.25) で、最も 





全ゲノムが解析されている Bacillus amyloliquefaciens DSM7 を使用した。 
 
2.3.2.2 試薬 




 500 mL の振とう三角フラスコに、合成培地（700 mg K2HPO4, 300 mg KH2PO4, 
10 mg MgSO4･7H2O, 100 mg (NH4)2SO4, 0.085 mg MnSO4, 1.4 mg Fe2(SO4)3, 
0.35 mg ZnCl2, 7.5 mg CaCl2 を含む） 100 mL、そこに DNJ の原料となる炭素
源 (ラクトース) と窒素源 (硫酸アンモニウム、あるいはラベル化硫酸アンモニ
ウム) を C/N = 2.5%/0.4% の条件となるよう添加し、90 rpm、37 ℃で 5 日間培
養した。 
 
2.3.2.4 DNJ の精製 
2.1.2.3 で採取した培養上清 16L を、強陽イオンカラム (アンバーライト 
IR-120B (H+) ) に供し、水で洗浄後、0.5 N のアンモニア水で溶出した。溶出液
を真空濃縮し、これを強陰イオンカラム (ダウエックス 1 × 2) に供した。水
で洗浄し、洗浄液を真空濃縮した後、水分を除去したものを DNJ およびラベル
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2.3.3 結果と考察 
2.3.2.3 で採取した培養上清 16L より、1-deoxynojirimycin (DNJ) およびラベ
ル化 DNJ を高濃度に含むと考えられる粉末を約 10 グラム得られた (Fig. 
2.3.1) 。 
 
Fig. 2.3.2 に、DNJ と 1-deoxymannojirimycin (DMJ) のプロダクトイオンスキ




製した DNJ 中における DNJ と DMJ の含量を評価した。 
 
精製した DNJ を LC-MS/MS で分析し、これらに含まれるアザ糖類が DNJ 
であることを確認した (Table 2.3.1, Fig. 2.3.3-A) 。また、ラベル化 DNJ おいて
も同様に含まれるアザ糖類が DNJ であることを確認した (Table 2.3.1, Fig. 
2.3.3-B) 。 
精製 DNJ の一部には、予想される DNJ 生合成経路が示すとおり、立体異性
体である DMJ を含む可能性も示唆される (Table 2.3.1, Fig. 5) 。実際に精製 
DNJ 中には DMJ と考えられるピークの検出が見られた(Fig. 2.3.3-A, B)。 
一方で、その他の  DNJ 前駆体と考えられる  2-amino-2-deoxy-D-mannitol 
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Compound 1-deoxynojirimycin (DNJ) 1-deoxymannojirimycin (DMJ)
DNJ 82% 18%
Labeled DNJ 81% 19%
Compound 2-amino-2-deoxy-D-mannitol (ADM) Nojirimycin (NJ)
DNJ 0% 0%
Labeled DNJ 0% 0%



































































Fig. 2.3.3 Shown is MRM chromatograms of DNJ, DMJ (A), labeled DNJ and labeled 
DMJ (B) of microbial (B. amyloliquefaciens DSM7) culture medium extracts, when 
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2.3.4 考察 
合成培地培養における Bacillus amyloliquefaciens DSM7 の培養上清 16L より、
1-deoxynojirimycin (DNJ) およびラベル化 DNJ を高濃度に含むと考えられる粉
末を約 10 グラムを得ることができた。 




め、この精製 DNJ の詳細な構造解析を進める必要がある。今後は、NMR によ
る構造解析を行い、精製 DNJ 中の DNJ 以外のアザ糖の含有を詳細に検討する。
また、Fig. 2.3.2 に示すように、HILIC-MS/MS 分析ではクロマトグラムの保持






























 内部標準物質は、アザ糖 DNJ を定量することに主眼を置いて選抜した。また、
内部標準物質は①血漿などの生体試料に含まれていないこと、②DNJ などのア
ザ糖と構造が類似しており、生体試料からの回収率が DNJ と近いこと、③精密
質量がアザ糖と同じ場合は、HPLC によってよく分離すること、という 3 点を
基準に選抜した。①-③の条件を良好に満たした miglitol を内部標準として和光
純薬工業 (Osaka, Japan) から購入し用いることとした。 
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3.1.2.4 ラット試料の調製 





① 血漿 100 μL にアザ糖標品および miglitol 50 ng を添加し、水を 300 μL 加え
た。アセトニトリル 600 μL を加えて 1 分間超音波処理した後 30 秒攪拌し、
血漿タンパク質を除いた。遠心分離 (1,600 ×g, 15 min, 4℃) し、上清を PTFE 
フィルター (0.45 μm; Sartorius, Germany) でろ過した。ろ液を血漿サンプルと
し、5 μL を LC-MS/MS に供した。 
 
② ラット 24 時間尿 (約 10 mL) を、精製水を用いて 20 mL に fill up した。
希釈尿 20 μL にアザ糖標品および miglitol 50 ng を添加し、水を 380 μL 加
えた。アセトニトリル 600 μL を加えて 1 分間超音波処理した後 30 秒攪拌
し、尿タンパク質を除いた。遠心分離 (1,600 ×g, 15 min, 4℃) し、上清を PTFE 
フィルターでろ過した。ろ液を尿サンプルとし、5 μL を LC-MS/MS に供し
た。 
 
③ ラット 24 時間糞 (5～9 g) を 40 mL の精製水で溶解し、100 μL に fill up し
た。希釈糞 100 μL にアザ糖標品および miglitol 50 ng を添加し、水を 300 μL 
加えた。アセトニトリル 600 μL を加えて 1 分間超音波処理した後 30 秒攪
拌し、糞タンパク質を除いた。遠心分離 (1,600 ×g, 15 min, 4℃) し、上清を 
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3.1.2.5 検量線の作成 
 ラット生体試料 (血漿、尿、糞) に対して、miglitol を内部標準として添加し








- 68 - 
 
3.1.3 結果 
 Fig. 3.1.1, Fig. 3.1.2, Fig. 3.1.3 には、アザ糖 (DNJ、ラベル化 DNJ) と miglitol
の標品の MRM クロマトグラムと、ラット生体試料 (血漿、尿、糞) に対して、








































Figure 3.1.1 HILIC–MS/MS analysis of standard 1-deoxynojirimycin (DNJ) (A). 
HILIC–MS/MS analysis of rat plasma, urine,or feces extracts before (B, C, D) and after 








































Fig.3.1.2  HILIC–MS/MS analysis of standard labeled 1-deoxynojirimycin (DNJ) (A). 
HILIC–MS/MS analysis of rat plasma, urine,or feces extracts before (B, C, D) and after 








































Fig.3.1.3 HILIC–MS/MS analysis of standard Miglitol (A). 
HILIC–MS/MS analysis of rat plasma, urine,or feces extracts before (B, C, D) and after 


































Fig.3.1.4 Calibration curve of DNJ or labeled DNJ for determination 








を作成することができ (r2>0.99) (Fig. 3.1.4) 、生体試料中アザ糖の定量が可能と
なった。また、この分析法において、DNJ の検出限界はラット血漿に対して 30 
ng/mL、尿サンプルに対して 500 ng/mL、糞サンプルに対して 10 ng/mL、 
ラベル化 DNJ の検出限界はラット血漿に対して 10 ng/mL、尿サンプルに対し
て 10 ng/mL、糞サンプルに対して 10 ng/mL であり、高感度なアザ糖分析が可
能となった。





第一節では、ラット生体試料中のアザ糖 (DNJ, ラベル化 DNJ) を定量する
HILIC-MS/MS 法を開発した。アザ糖 DNJ が機能性食材として展開されるた
めには、その安全性と効能発現メカニズムを十分に科学的に検証する必要があ















 雄性 Sprague-Dawley ラット (7 週齢, SLC, Hamamatsu, Japan) に市販固形試
料 (MF: Oriental Yeast, Tokyo, Japan) を自由摂食させ、予備飼育した。12 時間絶
食後 (体重 103～114 g、n = 4 匹)、DNJ およびラベル化 DNJ について、3 mg/kg 
B.W をそれぞれ 1 mL の精製水に溶解させ、胃ゾンデで経口投与した。投与か
ら 0.5, 1, 2 時間後に尾静脈から採血した。また、4 時間後にラットを屠殺し、血
液を採取した。採取した血液は、ヘパリン処理したチューブに入れ、遠心分離 
(1,600 × g, 15 分, 4 ℃) し、血漿を -30 ℃で保存した。得られた血漿サンプル
は、第三章第一節に記載した方法で調整した。試験期間中、投与量を定めるた
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めに毎日、体重を測定した。ラットは 1 ケージに 2～3 匹で、室温 24 ± 1 ℃、






 雄性 Sprague-Dawley ラット (7 週齢, SLC, Hamamatsu, Japan) に市販固形試
料 (MF: Oriental Yeast, Tokyo, Japan) を自由摂食させ、予備飼育した。12 時間絶
食後 (体重 103～114 g、n = 4 匹)、DNJ およびラベル化 DNJ について、3 mg/kg 
B.W をそれぞれ 1 mL の精製水に溶解させ、胃ゾンデで経口投与した。アザ糖
投与から市販固形試料を与え始め、代謝ケージを使用し、投与から 0～24、24
～48、48～72 時間の尿と糞を採取した。投与から 72 時間後に屠殺し、臓器 (肝
臓、心臓、肺、腎臓、膵臓、脾臓、脳) と消化管 (胃、小腸、盲腸、大腸) を採
取した。採取した臓器と消化管は、凍結乾燥に供した。得られた尿、糞検体は、
第二章第一節に記載した方法で調整した。臓器と消化管の凍結乾燥物は、それ
ぞれ 200 mg に 200 μL の水を添加し、水を 400 μL 加えた。アセトニトリル 
1200 μL を加えて 1 分間超音波処理した後 30 秒攪拌し、臓器タンパク質を除
いた。遠心分離 (1,600 ×g, 15 min, 4℃) し、上清を PTFE フィルター (0.45 μm; 
Sartorius, Germany) でろ過した。ろ液を移動相で 10 および 100 倍希釈したも
のを、臓器、消化管サンプルとし、そのうち 5 μL を LC-MS/MS に供した。試
験期間中、投与量を定めるために毎日、体重を測定した。ラットは 1 ケージに 2




12 時間絶食後（体重 103～114 g、各群 n = 4）、試料投与前に尾静脈採血を行
った。生理食塩水に溶解した DNJ 3 mg/kg B.W、ラベル化 DNJ 3 mg/kg B.W お
よび桑エキス 300 mg/kg B.W 投与 15 分後に生理食塩水に溶解したショ糖 (2 
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g/kg B.W.) を与え、ショ糖投与 15、30、60、120 分後に尾静脈採血を行った。
試料およびショ糖は胃ゾンデにより投与した。抗血液凝固剤としてヘパリン（持
田製薬株式会社）を用いた。得られた血液を遠心分離 (3,000 rpm, 15分, 4 ℃) し、
血漿とし、-30 ℃で保存した。対照として、試料の代わりに生理食塩水のみを与
え、同様に試験した。試験期間中、投与量を定めるために毎日、体重を測定し
た。ラットは 1 ケージに 2～3 匹で、室温 24 ± 1 ℃、明暗周期 12 時間 (8:00 














対照群との有意差検定は、等分散が認められたものは Student's t 検定を行った。
p<0.05 を有意とした。  
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3.2.3 結果 
 DNJ 3 mg/kg B.W、ラベル化 DNJ 3 mg/kg B.W および桑エキス 300 mg/kg B.W 
をラットに経口投与した場合、それぞれのアザ糖は、血漿、尿糞中から顕著な
ピークとして観測された (Fig. 3.2.1)。 
 DNJ 3 mg/kg B.W、ラベル化 DNJ 3 mg/kg B.W および桑エキス 300 mg/kg B.W 
をラットに経口投与した場合、血漿濃度は 0.5 時間で最高濃度 (4.3, 4.2, 3.0 
μg/mL) に達し、その後、速やかに減少した (Fig. 3.2.2)。 
 Table 3.2.1 には、DNJ 3 mg/kg B.W、ラベル化 DNJ 3 mg/kg B.W および桑エ
キス 300 mg/kg B.W をラットに経口投与した場合の、0～24、24～48、48～72
時間の尿と糞中 DNJ 量を示した。48～72 時間の尿および糞からは DNJ はほ
とんど検出されなかった。また、DNJ が尿および糞から排出される場合、投与
から 24 時間で大部分 (> 90 ％) が排泄された。DNJ 投与から 72 時間での、
尿と糞の合計 DNJ 排泄量は、投与量の 75 % (DNJ 3 mg 投与時)、70 % (ラベル
化 DNJ 3 mg 投与時)、75 % (桑エキス 300 mg 投与時) であった。 
 
 DNJ 3 mg/kg B.W、ラベル化 DNJ 3 mg/kg B.W および桑エキス 300 mg/kg B.W 
をラットに経口投与してから 72 時間後の臓器や消化管には、アザ糖は検出さ
れなかった (data not shown)。 
 
Fig. 3.2.3 に、ラットでの DNJ 3 mg/kg B.W、ラベル化 DNJ 3 mg/kg B.W およ
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Table 3.2.1 Time course changes in the DNJ concentration in the urine and faces of rats 

























Compound Period In urine (mg) % of dose S.D. (dose)
0-24 h 1.38 46.0 4.21
DNJ 3mg 24-48 h 0.09 3.0 2.74
48-72 h trace trace -
0-24 h 1.32 44.0 4.37
Labeled DNJ 3 mg 24-48 h 0.12 4.0 3.02
48-72 h trace trace -
0-24 h 1.5 50.1 3.78
Mulberry extract  300mg 24-48 h trace trace -
48-72 h N.D. N.D. -
Data represent the means ± SD (n = 4).
Compound Period In faces (mg) % of dose S.D. (dose)
0-24 h 0.79 26.3 3.78
DNJ 3mg 24-48 h trace trace -
48-72 h N.D. N.D. -
0-24 h 0.65 21.7 2.98
Labeled DNJ 3 mg 24-48 h trace trace -
48-72 h N.D. N.D. -
0-24 h 0.76 25.3 3.78
Mulberry extract  300mg 24-48 h trace trace -
48-72 h N.D. N.D. -
Data represent the means ± SD (n = 4).




























Fig. 3.2.1. HILIC–MS/MS analysis of rat plasma, urine,or feces extracts (A, B, C) oral 

































Fig. 3.2.2 Concentration of 1-deoxynojirimycin (DNJ) in rat plasma after a single oral 
administration of DNJ (A), labeled DNJ (B), or Mulberry extract (C). Time course 
changes in the DNJ concentration in the plasma of rats receiving DNJ (12 mg/kg of 

























Fig. 3.2.3 Effect of single oral administration of DNJ, labeled DNJ or mulberry extract 
on plasma glucose level. After fasting for 12 h, rats were orally administrated DNJ, 
labeled DNJ or mulberry extract, followed by 2 g / kg B.W. sucrose in water. Blood 
samples were collected before intke anad at 15, 30, 60, and 120 min aster the 
administration. The plasma glucose was determined. Data represent the means ± SD (n 
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3.2.4 考察 
 DNJ 3 mg/kg B.W、ラベル化 DNJ 3 mg/kg B.W および桑エキス 300 mg/kg B.W 
をラットに経口投与した場合、血漿濃度は 0.5 時間で最高濃度に達し、その後速
やかに減少した (Fig. 3.2.2)。 
 近年では、植物に由来するフェノール性化合物 (主にフラボノイド) について、
その様々な生理活性とともに体内動態の研究が行われている。Fig. 3.2.2 示され
た DNJ の最高血漿濃度は、アントシアニン [35]、カテキン [36]、ルテオリン 




 今回の実験で、アザ糖 (DNJ、ラベル化 DNJ、桑エキス) をラットに経口投与
した際、尿や糞に排泄された総量は、投与したアザ糖量に達しなかった (Table 
3.2.1) 。また、臓器や消化管等、体内での蓄積も確認していないことから、アザ
糖は生体内で代謝されることが示唆された (data not shown) 。 




DNJ 3 mg/kg B.W、ラベル化 DNJ 3 mg/kg B.W および桑エキス 300 mg/kg B.W
で投与した DNJ 量は同じであるため、DNJ 群 と桑エキス群では同じような血
糖値の変化が見られると予測されたが、実際は桑エキス群の方が血糖の上昇が
抑 制 さ れ る 傾 向 に あ っ た  (Fig. 3.2.3) 。 桑 エ キ ス 中 に は 
2-O-alpha-D-galactopyranosyl-DNJ (GAL-DNJ) や Fagomine といった DNJ より
も α-GI 活性が低いアザ糖が含まれている。そのため、わずかながらにも α-GI 
活性を示すアザ糖の影響が考えられた。 
また、桑エキスには、DNJ の様な活性成分以外にも食物繊維などの成分も含
まれるため、その様な成分が DNJ の吸収と代謝に影響を与え、それが DNJ 群 
と桑エキス群の食後高血糖抑制効果の差につながる可能性が考えられる。桑エ




















課題となっている 1-デオキシノジリマイシン (DNJ) の新たな供給方法と、その
安全性に絡み体内への吸収、動態、排泄の解明への一助とすることを目的とし
た。 
第一章では、強い α-グルコシダーゼ阻害 (α-GI) 活性を持つ菌株が確かに 
DNJ を高生産することを確かめ、培養条件を変えることで DNJ 前駆体や DNJ 
自体の生産量を大幅に増加させることを明らかにした。この知見により、微生
物培養が DNJ の新たな供給源となり得る可能性が示された。 
 
第二章では、DNJ の高生産メカニズムの解明にせまり、最適培養条件を突き
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